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M atrix m etallopr otein a s e2くM M P
－21 の 性 質と活性化機構 を解明 す る た め に ， マ ク ロ フ ァ ー ジ
調 整培地 で 処理 し た R A 滑膜細胞培養液 よ り 4 つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 滞 在型
M M P．2 を精製 した ． 精製 され た潜在型 M M P－2 は， 還元 ， 非還元状態 に か か わ ら ず， S D S
－ ポ リ アク
リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動 に お い て 分子量74，000 の単 一 な バ ン ド と し て 観 察 さ れ た ， M M P
－2 の 活性 は
ethyle n edia min etetr a a c etic a cidくE D T Al， 1 ， 1 0
－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン 及 び tiss u einhibitor of
m etallopr otein a seくT 工M Pl に よ り阻害さ れ た が ， シ ス テイ ン プ ロ ティ ナ
ー ゼ
，
セ リ ン 宛 テ ィ ナ ー ゼ
及 びア ス パ ラ ギン 酸 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ阻害剤で は阻害さ れ な か っ た － 1JL g の M M P－2 は37
0
Cで I型 ゼ ラ
チ ン を 25．5FL glmin 分解す る他 ， プ ロ テ オ グ リカ ン と エ ラ ス テ ン を それ ぞ れ 20ngノmin と 8nglmin 分
解 した ． さら に ， 32
0
Cに お い て 押 塾及 び V 型コ ラ ー ゲ ン を ， ま た， 37
0
C で ラ ミ ニ ン を 分解 し た ． しか
し， フ ィ プ ロ ネク ナ ン や 王 型 コ ラ
ー ゲ ン に 対 す る活性 はみ られ なか っ た ． こ れ らの 結果は － M M P－2 が
コ ラ ゲ ナ ー ゼ との 協同作用 に よ り問質性 コ ラ ー ゲ ン を分解 す る ば か りで な く ， 基 底膜構成々 分の 破壊 に
も 重要 な 役割 を演 じ て い る 可 能 性 の あ る こ と を 示 唆 し て い る ． 潜 在 塾 M M P
－2 は 1．Om M
N HTP h．Hg．Ac と37
0
C で 5分間作用 さ せ る こ と に よ り最も 強く 活性化さ れ た － N H2－P h． Hg
－ Ac に よ る
満性化後 その 活性 は不安定 で あ り ， N H2
－Pb．Hg．Ac を除去後 も同様であ っ た ． 1■Om M N HTP h
－ Hg－Ac
に よ る活性化後 ． 潜在型 M M P－2 は還元状態で 分子 量67，000 の活性型 M M P
．2 に 低分子 化 し 一 次 い で よ
り小 さな フ ラ グメ ン ト に 分解 され た ． N H2－P h－Hg－Ac に よ る滞在型 M MP
－2 の 低分子 化 は温度依存性で
ぁ り ， E D T A の存在 に よ り完全 に 阻害 され た ． ま た ， トリ プ シ ン ， プ ラ ス ミ ン ， ト
ロ ン ビ ン ， 好 中球エ
ラ ス タ ー ゼ及び好中球 カ テ プ シ ンG な どの蛋白分解酵素 は潜在型 M M P－2 を活性化し なか っ た ． これ ら
の デ ー タ は ， 潜在型 M M P－2 の 酒性化が蛋白分解酵素 に よ る限定分解 で は行わ れ ず ， 酵 素 蛋白
の コ ン
フ ォ メ ー シ ョ ン を変化 させ る何 らか の 因子 に よ り 生ずる こ と を強 く示 唆 し て い る ■
Key w．o rds m etallopr otein as e， Char a cteriz atio n， a Ctiv atio n， rheu m atoid
arthritis， Syn O Vialc e11s
慢性関節 リ ウ マ チ くrhe u m atoid a rthritis， R Al
は ， 抗原 一 抗体複合体 を起炎物質 と し て 慢性増殖性
滑膜炎 を生 じ， そ の 結果関節軟骨 や関節周囲組織 が
破壊 され る 疾患である ． R A に お け る 関節軟骨破壊
に は ， 炎症性細胞に 由来 す る活性酸素 や荷 重 に よ る
機械的ス ト レ ス な ど種 々 の 因子 が 関与 す る が ， そ の
細胞間 マ トリ ッ ク ス構成 々 分の 分解 に は 蛋白分解酵
素が 主 役 を演 じ ると 考 え られ て い る
1－
． こ れ らの 蛋白
分解酵素 の う ち 金 属依存性蛋白分解酵 素で あ る
m atrix m etallopr otein a seくM M Pl は ， 培養滑膜細
胞 に よ り合成 ． 分泌 さ れ る こ とや ， 関節 構成組織に
存在す る ほ と ん どす べ て の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分
を分解 し得 る こ と か ら ， R A に お け る 関節破壊 に重
要な役割 を果た す と 推定さ れ て い る ． 培養 R A滑膜





s m ediu 町 E D TA， ethyle n edia min etetraa c etic a cidi E H S， Engelbr eth
－ Holm －Sw a－
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慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ
細胞に 由来す る M M Pに は現 在ま で に 3種類が 区別





M M P－36，は prote oglyca n a se刀 ある
い は Str O m elysin
即 と 呼 ば れ る 酵素 に 相当 す る ．
M MP－3 は軟骨 プ ロ テ オ ブ リ カ ン や フ ィ ブ ロ ネ ク テ
ンの ほか 基底膜構成々 分 で あ る1V型 コ ラ ー ゲ ン や ラ
ミ ニ ン を分解 す る こ と が 報告 さ れ て い る6 けI． 一 方 ，





ゲン を その 分子 の ア ミ ノ 末端か ら3ノ4 の部位 で特異的
に分解す る ほ か ， 軟骨 に 存在す る X 型 コ ラ ー ゲ ン を
2カ所で 分解 す る と報告さ れ て い る9I． こ れ ら コ ラ ー
ゲンの 分解産 物 は ， 37
0
Cく体温フ で その らせ ん構造 を
失い ゼラ チ ン に 変性す る ． M M P－2 は ， この ゼ ラ チ ン
を小さ い ペ プ チ ド に 分解す る こ と に よ り コ ラ ー ゲ ン




M M P－2 は
，





ウサ ギ骨5切 培養液 よ り精製さ れ そ の 性質の 一 部が 明
らか と な っ て い る が
，
R A 滑膜細胞由来 の M M P－2
はい ま だ精製さ れ て お らず， そ の性 質 に つ い て は 十
分に解明され て い な い ． ま た ， M M P－2 は潜在塾 酵素
として 分泌 され細胞外で 活性化 を受 け る が
，
そ の 活
性化磯構 に つ い て は 全 く 不明 で ある ．
本研究 で は ， R A 滑膜細胞培養液 か ら 滞在 型
MM P－2 を単 離精製 し
，
本酵素の 性質 と活性化機構
の解明 を試み た ．
材料 お よ び方法
工
． 実験材料
アク リル ア ミ ド ， ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ， エ チ レ ン
ジアミ ン 四 酢酸四 ナ ト リ ウ ム くethyle n ediamin etetr－
aac etic a cid， E D T AI， ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 及 び
SOdiu m dode cylsulfateくS DSl は和光純薬よ り 購入
し た ． 4 － a minophe nylm er c u ric a c etate くN H2－P h－
Hg．Acl ， 1 ， 10山 フ ェ ナ ン ス ロ リ ン ， ジイ ソ プ ロ ピ
ル フ ル オ ロ リ ン酸 ， ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド ， N － エ
チル マ レ イ ミ ド
，
2－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， ペ プ
スタテ ン A
，
フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ プ
ラス ミ ノ ー ゲ ン
，
ス ト レ プ ト キナ ー ゼ
， ト リ プ シ ン ，
トリプ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー ， ト ロ ン ビ ン 及 び ト ラ ン ス
フ ェ リ ン くじ 卜1 はSigm a社 くSt． Lois， U． S． A．1
より購入 し た ． Y M－10メ ン ブ ラ ン
， 限外濾過装置と
Gre e nA Dye m atr e xゲ ル はア ミ コ ン社製 くDa n ver s，
751
U． S－ A －1 の も の を 使 用 し た ． ま た ， Sephade x
G－10， D E A E－ セ ル ロ ー ス及 び A ffi－Gel－10 は それ ぞ れ
P ha ra m a cia Fin e Che mic al 社 くSw edenJ， W ha－
tm a n社 くEngla ndl及び Bio－ Rad 社 くRichm o nd，
U． S．A．j よ り購入 し た ． 仁1 － C14コ 無水酢酸， 1 25I及
び 亡2 ， 3－3Hコ プ ロ リ ン は A m er sha m Japa n 社
くTokyol よ り ， ま た 仁3Hコ ヨ ー ド酢 酸 は Ne w
Engla nd Nu cle a r社 くU． S． A ．1 よ り購入 し た ．
プ ロ テ オ グ リ カ ン
，
エ ラ ス テ ン 及 び ラ ミ ニ ン は
Dr－ Naga seくKa n s a sMedical Scho ol， 米 国j よ り ，
Engelbreth．Holm －Sw a r mくE H SI 肉腰由来I V 塾コ
ラ ー ゲ ン は Dr． Ku rkin e nくR WJ－M edic al Scho ol， 米
国う よ り ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ とカ テプ シ ン G は Dr．
Tr a visくGe o rgia 大学 ， 米国J よ り提供 を受け た ． ま
た ， T iss u einhibito r of m etallopr oteina s e s
くT I M PI は 愛知学院大学歯学部判lは郎教授 よ り ，
ヒ ト血清由来 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン は本学第 一 病理 河原
栄先生 よ り恵与 され た ．
マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地 は ， M ain a rdi ら121の 方法
に 従 い 作製 した ． す な わ ち成熟 ウサ ギ く2 へ 2．5Kgう
の 耳介静脈 に 0．2ml の Fre u nd 完全 ア ジ ュ バ ン ド を
注射 2遇後 に 屠殺 し ， 肺 胞 中 に 遊走 し た マ ク ロ
フ ァ ー ジ を ハ ン ク ス 液で肺胞 を洗浄 す る こ と に よ り
採取 し た ． こ の マ ク ロ フ ァ ー ジ を0．2％水酸化 ラ ク ト
ア ル ブ ミ ン くGibc o． Ne w Yo rk， U ． S． A ．1 を含 む無
血 清 Dulbe c c o，s modified Eagle
，
s m ediu m 仁D－
M E MeFlo wLaboratorieslコで培養し ， この 培養液
をア ミ コ ン 限外濾過装置 で50－ 70倍 に 濃縮 しセ マ ク
ロ フ ァ ー ジ調整培地と し て用 い た ．
ラ ッ ト卵黄褒由来IV 型コ ラ ー ゲ ン の 標識 は胎齢14
日 の ラ ッ ト卵黄襲を亡2，3 欄コ プ ロ リ ン く70ノJ Ciノml
を含 む無血 清 D M E M培地 CO．1mM アス コ ル ビ ン
酸， 500ノノgノml フ マ ル 酸ベ ー タ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ニ ト
リ ル 及 び0．2％水酸化 ラク トア ル ブ ミ ン を含 むう で12
時間培養 し て 行 な い
，
こ の 培 養液 を硫安沈 殿 法
く30％飽和度う で 濃縮 し て 用 い た ．
H ． R A 滑 膜 細胞培養液の 調整
R A滑膜細胞 は ， 金沢大学医学部付属病院 と そ の
関連病院の R A患者よ り ， 人 工 関節置換術や滑膜切
除術 の 際 に 採取 し た ． Daye r ら13，の 方法 に 従 い ，
R A滑膜組織 よ り初代培養細胞 を得た ． す な わ ち ， 摘
出し た R A滑膜組織 を す み やか に 無菌的 に ハ サ ミ で
細切 し， 4m glml の 細胞分散用 コ ラ ゲナ ー ゼ Ec olla一
P M S F
， phe nyl－ m etha n es ulfonyl flu o ridei R A， rhe u m atoid arthritisi S D S， S Odiu m
dodecylsulfateニ T I M P， tis su einhibitor of m etalloprotein a ses．
752
ge n a s eく和光純薬H で37
q
Cl 時間処 理 数 さ ら に
0．2％ トリ プ シ ン液 ETry psin －E D T AくG ibcolコ 中で
室温 1時間処理 した ． こ の細胞浮遊液 を ス テ ン レ ス




2 組織 培養 フ ラ ス コ の 濃度 で ． 15％牛胎児血 清
くGibc ol を含 む D M E M液で 単層培養 した ■
初代培養細胞 が コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た後 に トリ
プ シ ン で 剥離 し ， 初代培養 と同様 な 条件 で組織培養
用 フ ラ ス コ 内 に 継代培養し た ． 継 代 第
一 代 の 培 養細
胞が コ ン フ ル エ ン トに 達す る直前 に 培養液 を捨 て ハ
ン ク ス 液で 3 回洗浄 した ． 次い で0．2％水酸化 ラク ト
ア ル ブ ミ ン を含む無血 清 D M E M培地に 換え ， 濃 縮
した マ ク ロ フ ァ ー ジ調 整培地 を10 0倍希釈 で添カロし
た ． マ ク ロ フ ァ ー ジ調整培地添加 5 日後 に 培養液 の
一 部を採取 し ， ゼ ラチ ン 分解活性 を測定 し た ■ 十 分




凍結保存 し ， 潜在型 M M P－2 の 精製材料 と し た －
11l． 酵素活 性の 測 定
各精製過程 に お い て ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 ， ゼ ラ ナ
ナ ー ゼ活性及 び トラ ン ス フ ェ リ ン 分 解活性 くM M P－
．3 括 働 を測定 し た ． コ ラゲ ナ ー ゼ と ゼ ラ チ ナ
ー ゼ
活性 は ， そ れ ぞ れ Caw sto n ら
川 と Ha r ris ら
1 0，の 方法
に 従 っ て ア ツ セ イ し た ． モ ル モ ッ ト 皮膚 よ り I 型 コ
ラ ー ゲ ン を精製 し ， Gisslo w ら
15
め 方法 に よ り14C一 無
水酢酸で標識 した コ ラ ー ゲ ン と そ の 熱変性 く60
0
C 30
分間処理つ した ゼ ラチ ン を基質 と して 用い た ■ ま た ，
M M P－3 清性 は O kada ら
6
切 方法に 従 い ヒ ト ト ラ ン
ス フ ェ リ ン を亡3Hコ ヨ ー ド酢酸 で標識 し た ド即 標識
カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン くCm －T fl を
基質 と し て ア ツ セ イ し た ． ゼ ラ チ ナ
ー ゼ 活性 は
1．Om M NHTP h－ Hg
－Ac の存在下 で ア ッ セ イ し た ． ま
た ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 と ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性
は 1．5m M の N H2－P h－Hg－Ac の存 在下 で ア ツ セ イ し
た ． 1 単位の ゼラ テ ナ ー ゼ ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ 及 び ト ラ
ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は ， そ れ ぞ れ の 基質 を37
0
Cに
お い て 1 分間に 1ル g 分解 す る こ と を 意味す る ■
N ． 基質特異性 の 検討




C 5勺 10分間う で活性化 し， 37
0
Cに
お ける プ ロ テ オ グリ カ ン と エ ラ ス チ ン 分 解活性 を そ
れ ぞ れ Naga seら
16，と Yu ら
1 nの 方法 で 測定 した ．
た ， 酵素 を同様の方法で活性化後 ， 3 2
0
C で， 1Y 型 と V
型 コ ラ ー ゲ ン に作 用 させ て そ の 分解産物 を S D S－pOIT
ya crylamide gelele ctr opho re si くP A G El に て分析
した ． さ ら に ， ラミ ニ ン と フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン の 3 7
0
C
に お ける 分解活性 を同様 の 方法で検討 した ■
V ． S D S－ ポ リア ク リル ア ミ ド電 気 泳 動 くS D S．
P A G別 法
各精製段階の 試料 に つ き 1 ％2 － メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル に よ る還 元 あ る い は非 還元 状態 で La e m mli
ら
18
切 方法に 従っ て電気泳動 し た ． 泳動後 ゲ ル を50％
メ タ ノ ー ル で 固定後 ， Wr ay ら
19
切 方法 で銀染色を施
し観察 し た ． ま た ， 精 製 さ れ た 潜在型 M M P．2 を
Fr ake r ら
201の 方法 に 従 っ て 125I で ラ ベ ル し ， 活性化
に 伴う 分 子 量 の 変化 を S D S－P A G E後 の オ
ー トラ ジ
オ グ ラ フ イ ー で観察 し た ．
VI． 滞在 型 M M P－2 の 精製
精製 は す べ て 4
0
C で 行 い ， ゼ ラ チ ン 分解活性は
1．Om M N HTP h－Hg－Ac 存在下で3 7
O
Cで 3 時間ア ッ
セ イ し た ． ま た ， M MP－1 と M M P
－3 活性 は 14C コ
ラ ー ゲ ン と 丹H － カ ル ポ キ シメ チ ル 化 ト ラ ン ス
フ ェ リ ン を基質 と し て 1．5m M N HTP h－ Hg－ Ac の存
在下 で 37
0
Cで 2－ 5 時間 ア ツ セ イ し た ． 潜在型
M MP－2 精製の た め の 最初の 3段階は ， O kada ら
句に
よ っ て報告 され た M M P－3 精製法に 準 じて行 っ た ．
第 1段 階 こ R A 滑膜細胞培養液 く240mり を ，
Y M－10 メン プ レ ン を装着 し た ア ミ コ ン 限外濾過装置
で 37ml く6．5倍う に 濃縮 した ． こ の 濃縮 した培養液
か ら グ ル コ ス ア ミ ノ グリ カ ン を 除去 す る 目的で ， 試












Fig．1． Gr e e nA Dye m atrex geichro m atog
r aphy
仁step21． T he u nbo undfr a ctio n s obtained fr o m
D E A E－C ellulo se c olu m nく1 33ml w er e po oled
a nd ap plied to a c olu m n of Gr e e nA Dym atre
x
gel chr o m atogr aphy く2．5x 8c ml equilibr a
ted
with 50m M Tris－ H Cl， pH 7．510．15 M Nacl1
10m M CaCIJO．02％ NaNみ T he en zym es W ere
eluted with O．3 M NaCla nd 2M NaClin the
c 。1u m nbuffe r c o ntaining O．05％ Brij35． The
dist，ibuti。n Of A28。く■ ． ．1， gelatin olytic く中1，
c ollage n olytic く01 a nd Cm －T f－degr ading
a ctivityくAla re sho w n． T he fra ctio nindic at－




l 慢性関節リ ウ マ チ 滑膜細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ
5m M CaCIJO．02％ NaN，l で平衡化 し た D E A Eセ
ル ロ ー ス カ ラ ム く2．5X8cmう に か け た ． こ の カ ラ ム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り潜 在型 M MP－1
， 潜 在型
M MP－2 及 び潜在型 M M P．3 は素通り 分画中 に 回 収
され ， 潜在型 M M P－2 の 回 収率は91％で あ っ た ．
第2段 階二 D E A Eセ ル ロ ー ス カ ラ ム の 素通 り 分画
口33mu を緩衝液く50m M Tris－ H Cl， pH 7．5ノ0．15 M
NaCl10m M CaC1210． 02％ NaN31 で 平 衡化 し た
Gr ee nA Dym atre xゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
く2．5X 馳 mう に か けた ． 図1 に 示 す如く ， ほと ん ど
の 蛋白 は こ の カ ラ ム に 結 合 し な い が ， 潜 在 型
M M P－1， 滞在型 M M P－2 及び潜在型 M M P－3の 3 つ
の 酵素は 吸 着 し た ． カ ラ ム を 同緩衝液 で 洗浄後 ，
0．3 M NaCl と 2M NaCl を含 む 緩衝 液 く50m M
Tris－H Cl， pH 7．5ノ10m M CaCIJO． 0 5％ Brij35ノ
0．02％ NaN3う に よ り順次 こ れ ら酵素 を溶出し た ． 潜
在型 M M P－2 と潜在型 M M P－3 の 大 部分 は 0．3 M
NaClに よ り溶出さ れ た ． ま た ， 潜在型 M M P－1 活性
は 0．3 MNaCl で徐 々 に 出現 し ， 2 M NaClに よ っ て
完全に 溶出さ れ た ． 前者 の 溶出分画分 くフ ラ ク シ ョ
ン30 － 48， 86m り を合わ せ て 次 の 精製段階の 材料 と
した く図1う． こ の 段階 で の 滞在型 M M P－2 の 回収率
は86％で あ り ， 22倍 に 精製さ れ た く表 り ．
第3段階こ Gr e e nA Dym atr e xゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 得 ら れ た 試料 く86mり を ．
50mM Tris－ H Cl
， pH 8．O10．6 M NaClノ5m M CaCIzノ
0．05％ Brij35JIo．02％ NaN3 の 綬衝液 で 平衡化 し た
Affi－Gel－ ゼ ラ チ ン カ ラ ム く1 x8c ml に か け た ． ほ
とんどの 滞在型 M M P－1 と M M P－3 活性 は素通 りす
る の に 対し ， 潜在塾 M M P－2 は こ の カ ラ ム に 吸 着さ
れた く図2 う． 滞在型 M M P－2 は 5 ％の ジ メ チ ル ス ル
フ ォ キ シ ド を 含 む 同緩衝液 で溶出 さ れ ， 潜 在 型
M M P－3 と完 全 に 分 離 さ れ た く図 2う ． 潜 在 型
M M P－2 分 画分 くフ ラ ク シ ョ ン37－ 4 1
，
9．5mll の 回
Tabie I ． PU RIFI C A TI O N O F P R O M M P－2
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収率は75％ で415倍 に 精製 され た く表 り ．
第 4 段階 ニ A ffi－Gel－ ゼ ラチ ン ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
に よ り得 られ た 滞在型 M M P－2 分画分 く9，5ml を
20m M Tris－H Cl， pH 7．5120m M NaCl15m M CaCIJ
O．05％ Brij3510．02％NaN3 の 緩衝液 に 十分透析後 ，
同緩衝液 で 平衡化 し た DE A Eセ ル ロ ー ス カ ラ ム
川．7XlOc mう に か け た ． 図3 A に 示す よう に ， カ
ラ ム に 吸 着 した潜在型 M M P．2 を ， 0．02M NaCl か ら
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Fig． 2■ A ffi－ Gel－gelatin chr o m atographyくStep3J．
T he po ol fr o m Gre e nA Dym atre x c olu m n
く86mり w a s chr o m atogr aphed o n a c olurnn of
A ffi－ Gel－ gelatin く1x 8c ml equilibr ated with
50m M Tris－ H Cl， pH B．O10．6 M NaCIJI5m M
CaCIJO．05％ Brij35ノ0．02％ NaN3． T he abs o r．
bed gelatin olytic activity 細り w as eluted with
the c olu m nbuffe r c o ntaining 5％ dim ethyls ul－
foxidetD M S OH vIvl． T he distributio n of A2B。
く． ． ■1， C Ollage n olyticくOI a nd Cm －T f－degrading
a ctivity くAl are sho w n． T he fr a ctio n sindic－
ated w e rec o mbin ed fo rfu rthe rpu rific atio n．
Step
Total Total Spe cific
pr otein a ctivity a cti vity
くA2801 くu nitsl くu nitslm gl
Pu rific atio n
fold
Con c e ntrated rn ediu m 6081
DE A Erc ellulos e lOO 5534 55
Gre e nA Dye m atre x 4．4 5230 1189
A ffi－Geトgelatin O．2 4561 22805























Co n c etr atio n of pr otein w a stake nfr o mthe abso rba n c e at 280n m a s su ming that
l A280ニ 1m gノml．
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在型 M M P－2 晴性 は単 一 の ピ ー ク をも つ 曲線 と し て
え られ た ． フ ラ ク シ ョ ン26－40の 材料 く4叫 り を
S D S．P A G E後銀染色し ． フ ラ ク シ ョ ン27－29 が単 一
の バ ン ドの 蛋 白か ら な る こ と を確認 し た く図 3 Bうー
こ れ ら の 分画 を合わ せ て本酵素 の 性質と活性化機構
の 実験に 用 い た ．
成 績
工 ． 潜在型 M M P－ 2 の精 製
R A滑膜細胞由来滞在型 M M P．2 の 精製結果 を 表
I に 示 す ． 最終 ス テ ッ プ の D E A E－ セ ル ロ
ー ス カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は ， 図 3 B に 示 す よ う に
SDS－P A G E 上分子 量65，000． 30，000 及 び18，000の 蛋
白の 除去 に 必要で あ っ た ． ま た ， こ の ス テ ッ プ に
ょ っ て ごく 少量存在 し て い た滞在型 M M P－1 活性 は
完全に 除去 され た ．
精製 され た潜在型 M M P－2 は還 元 の 有無 に か か わ
らず SD S．P A G E 上分子 量74，00の 位置 に 単
一 な バ
ン ド と して 泳動さ れた ． また ， ゼ ラ チ ン に 対 す る 比
活性 は 1．Om M N H2－P h－Hg－Ac に よ る 活 性化後 で
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ProM M P－2 く2．1 u nitsI w a sin c ubated with
l，Om M N H2－P h－Hg－Ac fo r5min at37てニ a nd
the e n zymic a ctivity w a s a s s ayed at 37 C
fo rlha gain st
14c－gelatin in t he pre se n c eof
inhibito r sindic ated a nd lOm M Ca
2 ＋
．
B Fra ction No．






Fig．3． D E A E－C e11ulo s e chr o m atogr aphy くStep41 a nd SD S－POlya crylami de gel
ele ctr opho re si of the c olu m nfr a ctio n s一 くAJ T he c o mbin ed fr a ctio n sく9．5mlJ fr o m
A ffi－Gel－ gelatin c olu m n w er edialys ed again st 20m M Tris－H Cl， pH 7．51 20m M NaCl1
5m M CaC12 0．05％ Brij3510．02％ NaN， and ap plied to a c olu m n of D E A E． c ellulo se
く0．7XlOc ml equilibr ated with the s a m ebuffer■ T he gelatin olytic a ctivity く砂1 w a s
eluted with a lin er gr adie nt of NaClく0．02M －0．6 Ml a nd the c olu m n elu ate w a s
m 。nit。red fo r A2。。く． ． ．l， C Ollagen olytic くOI a nd Cm －T f－degr ading a ctivity くAl． T he
pe ak fra ctio n sindic ated w e r epo oled a s pu r ep
r oM M P－2． くBI T he sa mple sfr o m
D E A E－C ellulo s e c olu mn fra ctio n sく40JLll w e re a n alyz ed o n S D S
－POlyc rylamide gel
ele ctropho re si く10％total a c ryla midel u nder the redu c ed c o nditio n s■ T he gel w a s
stain ed with silv e r nitr ate afte r the fixation with 50％ m ethanol． S B， S D S
－ gel
ele ctr opho r e si s a mple buffe r witho ut the s a mple fro m a c olu m
n fr a ctio n－
慢性関節 リ ウ マ チ 滑腰細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ
養液中の 活性 を100％と す る と42％で あ り ， 精製率は
第 1 ス テ ッ プの D E A E－セ ル ロ ー ス カ ラ ム の 分画 分
に対し464倍 で あ っ た ．
工王 ． 潜在型 M M P－ 2 の 安 定性
精製し た酵素 を最終 ス テ ッ プ の D E A E－ セ ル ロ ー




1 へ 5 週 間保存 し そ の
活性 を 検討 した ． そ の 結果 ， 活 性 は 5週間後に 約
80％に 低下 を示 し たが ， 保存中に 自然活性化 は み ら
れなか っ た ．
m ． 各種 阻害剤 の 影響
潜在型 M M P－2 く2． 1単 位l を 1．Om M N H2－P h－
風









時間各種阻害剤の 存在下 で ゼ ラ チ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を
行 っ た ． 表工工の 如く ． E D T Aや 1 ， 10－フ ェ ナ ン ス
ロ リ ン な どの キ レ ー ト剤， ジチ オ ス レ イ ト ー ル な ど
の チ オ ー ル 基化合物及 び T IM Pに よ っ て M M P－2活
性は 完全に 阻害さ れ た ． ま た S D S や 2－ メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル な ども 活性を阻害 し た ． しか し ， セ リ ン
プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ． ア ス
パ ラ ギ ン酸 プ ロ ティ ナ ー ゼ に 対す る 阻害剤 で は阻害
さ れ な か っ た ． こ れ ら の 結果 は ， 本酵 素が M M P－1
や M MP－3 と同様に 金属依存性蛋白分解酵素に 属 す
B
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Fig．4■ Dige stio n of ty peV and rvc ollage n swith M M P－2． tAITy peV c ollage n
く20JL glfr o mhu m a npla c enta w a sin cubated with M M P－2く2．Ou nitsJ at 32
O
C fo r
2 0h． T he r e a ctio n w a ste rmin ated with 30m M E DTA a nd re a ctio n produ cts
W er e ru n O nS D S－POlya crylami de gel ele ctr opho re sis く10％ total a c rylami deJ
unde rthe r edu c ed c o ndit o n s． くBI TypeIV collage nく15JL glfro m m o u s eE H S
S a rC O m a W a Sin c ubated with M M P－2く2．Ou nitsl at 32
O
C fo r20h． T he re a ctio n
pr odu cts w er eanalyzed by the s a m e w ay sde sc ribed in Fig． 4A ． くCI ド印
pr oline－1abeled ty peIVc o11age n prepa r ed by the c ultu r e of r at yolks a c w a s
inc ubated with M M P－2く3．1unitslat 32OC fo r24h． T he r e a ctio n w a stermin ated
With 30m M E D T Aa nd the produ cts w eF ean alyzed by nu o rography afte r
S D S－pOlya cryla mide gel electr opho r esi く6％ total a cryla midel u nder the
r edu ced c o ndit o n s． a l a nd a 2 Chain s of ea ch c ollagen a r e sho w n o nthe gels．
＋
，
in the pr e se n c e of M M P－2ニ ー ， in the abse n ce of M M P－2．
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る こ と を 示 し て い る ．
IV． M M P－2 の 基質特異性
表 工で 示 した よう に ， 1JL g の 活性型 M M P－2 は I
型 ゼ ラ チ ン を 1 分間 に 25．5メイ g 分解 し た － ま た
S DS．P A G Eで は ゼ ラ チ ン の a l鎖 と a 2鎖 は とも に 同
じ割合で分解 され た ． ま た ， 同様 に 1ノ上 g の 活性 型
M M Pq2 は 1分間当た り 2 0ng の プ ロ テ オ グ リ カ ン と
226ng の カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン を分
解 し た ． しか し エ ラ ス チ ン の 分解 は き わ め て わ ず か
で あ り ， 1JL g の 活性型 M M P－2 は 1分 間当 た
餌g の エ ラ ス テ ン を 分解 す る に す ぎな い ． ま た ， I 型
コ ラ ー ゲ ン に 対す る 活性 は認 め ら れ な か っ た ■
活 性 型 M M P－2 は V 型コ ラ ー ゲ ン を 分 解 し ，

















Fig． 5． Degr adatio n of la minin with M M
P－2．
La minin く15JL gl w a sinc ubated with MM P－2
く3．1u nitsl fo r O－29h at 37
0
C－ T he re a ctio n
pr odu cts w er e a n alyz ed o n S D S
－ pOlya c ryla m
－
ide gel electr opho r e si く5％ total a c ryla mideI
u nde rthe redu c ed c o ndit ons afte rthe te r mi－
n atio n ofthe r e a ction with 50m M E D T A． A，
A
．
chain妄 B， B chain ．
ぽ 2
ニ 140，001 は分子 量 135，000へ 80，000 の数本の フ
ラ グ メ ン トに 低 分子 化 し た く図 4 Aト ま た ， IV 型コ
ラ ー ゲ ン くマ ウ ス E 口S肉腫由来う も分解 され た ． 丑
鎖 は そ の 分子 量 が お よ そ10，0 00低 分子 化 し ， ま た 分
子 量 160
，
00と140，000の 二 つ の 主 な フ ラ グ メ ン トの
出現 が認 め ら れ た く図 4 別 ． ま た ， ラ ッ ト卵黄糞由
来1V型 コ ラ ー ゲ ン の ぼ 鎖 は分子 量155，000， 1 1 0，000
と100，000の 3種類 の フ ラ グ メ ン ト に 分解さ れ た 欄
4 CL さ ら に ， M M P－2 の作用 に よ り ラ ミ ニ ンの
A 鎖の 部分的消化 と B 鎖の 低分子化が み ら れた く図
5 卜 しか し ， フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は 分 解 さ れ なか っ
た ．
V ． 潜在型 M M P．2 の 活 性化機構
1 ． N HTP h－Hg－Ac に よ る潜在型 M M P－2 の 活性
化
い 活性化 の 経時的変化
潜在型 M M P－2 く2． 1単位う を ， 0－1 ， 0．5 ， 1．0及 び
1．5m M N HTPh－ Hg－Ac と37
0
C で 5分間 か ら24時間
イ ン キ ュ ベ
ー ト し ， 活 性化 さ れ た M MP－2 活性を




90分間 ア ッ セ イ し
た ． 図6 に 示 す よう に ， 滞在型 M M P－2 の活性化は
1．Om M ま で は N H2．P h－HgrAc の 濃度 に 依存性で ，
1．Om M
，
5 分間処理 で100％の活性化 が認 め られた ．
し か し
，
1．5m M で は80％ま で し か 活性化さ れ なか っ
た ． ま た N HTP h－ Hg－Ac に よ る活性化後 M M P－2活
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Fig． 6． T im e c o u r se of pr oM M P－2 a ctiv atiLm
with NH2－Ph－ Hg－Ac． pr oM MP－2 く2．1u nitsI
w a sinc ubated at 37
0
C with different c o nc ent
－
r atio n s of N H2－P hTHg－Ac 二Om M に車 0．1m M
くゆ1ニ 0．5m M くAlニ 1．Om M くA h l．5m M く酎
T he e n zymic a ctivity of a ctiv ated proM M P－2





慢性関節 リ ウ マ チ滑膜細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ 757
N HTPh－Hg－Ac に よ る 活性化の 場合で は ， 2時 間 の
処理で そ の 活性は 最大 活性化時の 約半分 と な り ， 7
時間で10％ ， 24時 間反 応 で 活 性 は完全 に 消失 し た
く図6 う． この よ う な 活性 の 不 安定性 は ， 活 性 化後
i くス ピ ン カ ラ ム
，， 21，に よ る ゲ ル 濾過 で N 日rP h－Hg－
Ac を除去 し ても 全く 変化は認 め られ な か っ た ．
次 い で ， N H2－Ph－ Hg－ Ac に よ り活性 化 さ れ た 活性
型 M MP－2 が潜在型 M M P．2 を活性化す る か どう か




C ， 10 分間処 理 する こ と に よ り 全 活性 の
9％だ け活性化 し ， N HrP b－Eg－Ac を
くく
ス ピ ン カ ラ
ム
，，
で 除去後試料を さ ら に37
0
Cで 反 応 し た ． そ の 結
果． 活性型 M M P－2 に よ る潜在型 M M P－2 の 活性化
は観察され な か っ た ．
ま た
，
N H2－Ph－ Hg－Ac の 活性化 に 酵素蛋白 の チ
オ ー ル 基 が 関与 す る か を 検討 し た ． ま ず ， 潜在 型
MM P－2 く2． 1単位l を10m M と 20m M ヨ ー ドア セ
トア ミ ド で 処理 く22
0
C ， 20分間う し ， チ オ ー ル 基 を化














30 分間う に よ り活性化を行 っ た 所． 活性化
は全く阻害さ れ な か っ た ．
2う 活性化に 伴 う滞在型 M M P－2 の 分 子量 の 変化
滞在型 M M P－2 を 1 2SIで 標識 し
，
活性化に 伴う 分 子
量 の 変化 を S D S－P A G E後 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ ー で検討 した ． 1器I で の 標識 に 伴う 酵素活性 の 失
括や自然活性化 は認 め られ な か っ た く図 71．
活性型 M M P－2 の分子 量 を知 る ため に ， 図 6 と全
く 同様 の 条件で 潜在型 M M P－2 を 1．Om M N H2－P h－
Hg－Ac で 活性化し ， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー 像と 活
性化曲線 く図 6 1 と を比較 した ． 図 8に 示 す如く ， 潜
在型 M M P－2 く分 子 量74，0001 は N HTP h－Hg－Ac で
5 分か ら 1 時間処理 後分子量67．000く還元状態1 に
低分子化 し ． 4 時間以後67．000の 分子 は徐 々 に 消失
し 分子 量34．000 と30，000の フ ラ グ メ ン ト へ と 分解 さ
れ た 一 非 還元 材料 に お い て も 同様 で ， ま ず分 子 量
70
，
000に 低分 子 化 し， 次い で 分 子量36
，
00 0 と2 6，0 0 0
の 2 つ の フ ラ グ メ ン ト に 変化 した ． 図 6 の 活性化曲
線と の 比 較か ら 分子 量が還元 状態で67，00 0， 非運元
Fig．7－ Effe cts ofr adioiodin atio n o nproM M P－2． TY peI gelatin く20p gナ
W a Sin c ubated fo rl．3hat 37
O
C with O．007u nits of pr oM M PT2くPr oEl
O r
125
I ．1abeled pr oM M P，2 t125I－ProEJ with く＋ l o r witho ut 卜1
a ctivatio n by l－Om M N H2．Ph－Hg－Ac － A fter termin ating the re a ctio n
With 30mM E D T A， the s a mple s w e r e ap plied to S D S－pOlya cryla mide
gel electr ophore sis く7．5％ total a c ryla midel u nde r the redu c ed
C O nditio n s－ Lane s C－O a nd C－3 a r ethe sa m e a m o u nt of gelatin
in c ubated witho ut e n zym efor O a nd 3h， r e Spe Ctiv ely ．
758
状態 で70，000の 蛋白が活性型 M M ト2と 考え ら れ た ■
潜在 型 M M P．2 の 分子 量の 変化 に 対す る 温度の 影
響 をみ る目的で ，










C の各温度 で l．Om M N H2－Ph．Hg－
Ac と とも に イ ン キ エ ペ ー 卜 し た ． そ の 結 果滞在型
M M P－2 の 低分子化 は温度依存性 ， つ ま り 温度 が高
い 程 よ り速 く 低分子化 す る こ と が 明 ら か と な っ た
く図 9l． ま た ， 滞在 型 M M P－2 分 子 の N H2．Ph－
Hg－Ac に よ る低分子化は 20m M E DT A存在下で完
全 に 阻害さ れ た ．
2 ． 種 々 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る 滞在 型
M M P．2 の 晴性化
潜在型 M M P，1 や滞在型 M M P－3 を活性化す る ト
リ プ シ ン に つ い て ま ず検討 し た ． 潜在 型 M M P－2
く2．1単位う を0．1， 1 ， 10， 1 00ノJ gノml の ト リ プ シ ン
と 5分間か ら30時間， 22
0
C で反応後 ， ト リ プ シ ン の
Time O 5 10
活性を 5倍量の ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー で 阻害 しゼ
ラ チ ン 分解活性 を測定 し た ． その 結果 ト リ プ シ ン で
は滞在 型 M M P－2 の 活性化は認 め られ なか っ た ． ま
た ． 同様 に プ ラ ス ミ ン く0．1 ， 1 ， 10， 100メ gう， トロ
ン ビ ン く0．1 ， 1 ， 10， 5毎 gノ皿1う， 好 中球 エ ラ ス タ ー
ゼ く0．1 ， 1 ， 10 ． 5 0月 gノmlう， 及 び カ テ プ シ ンG
く0．1， 1 ， 10， 50ル gノmり の い ずれ に よ っ て も潜在
型 M M P－2 は活性化 さ れ な か っ た ．
考 察
R A 滑膜細胞 は培養下 で M M P－1 くコ ラ ゲ ナ ー
ゼl， M M P－2 くゼ ラ テ ナ ー ゼI 及び M M P－3 くstr．
o m elysinl を合 成 ． 分 泌 す る
6，
． こ れ ら の う ち
M M P－1 は W o olley ら
3厄 よ り
，
M M P－3 は O kada
ら
6
厄 よ りす で に 単離精製さ れ ， そ の 性 質に関して は
か な り明 ら か に さ れ て い る ． M M P－2 に つ い ても ， ヒ
30． 1 4 8
mln
Fig．8． Co n v e r sion ofpr oM M P
－2 du ringits a ctiv atio n with N HTP h
－ Hg． －
Ac． A mixtur e of
125I－labeled pr oM M P
－2 くO Au nitsl and u nlabeled




C fo r 5min－24h． T he sa mple s w e r ethe n in cubated with ty peI
gelatin く750jLglml fo rl．5hat 37
0
C a nd a n alyz ed o nS D S
－pOlya c ryla m－
ide gel ele ctr opho r e si く10％ total a c rylamidel u nde r the r ed
u c ed
c o ndit o n s afte rthe ter min atio n of the r e a ctio n with 40m M E D T A．
T he gel w a sdried a nd a uto r adiogr aphed－
慢性関節 リ ウ マ チ 滑腰細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ
ト皮膚組織
4，
． ラ ッ tl 骨 組織5及 び と 卜好 中球11培 養液
よ り精製さ れ て しユ る ． し か し RA 滑膜細胞由来 の
M M P．2 はし1ま だ 精製さ れ て い なし1 ．
本研究で は ． R A 滑膜細胞培養液よ り ， 4 つ の カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を組み 合 わせ る こ と に よ っ て ，
42％の 高 い 回収率 をも っ て潜在型 の ゼ ラ チ ン 分 解 酵
素活性 を単離精製 した ． 精製 され た 本酵素 は そ の 分
子量が74 ， 00 0で ト型 ゼ ラ チ ン に 対 す る 比 活性 は
25．540単位ノm g 蛋 白 で ある ． 酵素活性 は E D T Aや
1 ， 10－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な どの キ レ ー ト 剤 お よ び
TI M Pに よ り阻害さ れ る の に 対 し ． セ リ ン プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ ， シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ お よ び ア ス パ ラ
ギン 酸プ ロ テ ィ ナ ー ゼ な どの 阻害剤 で は そ の 活 性 は
失われ な い ． これ ら の デ ー タ よ り 精製 さ れ た 本酵素
がゼラ チ ン に 対し高 い 比 活性 をも つ 金 属依存性 蛋白
分解酵素 ， すな わ ち滞在型 M M P－2 くゼ ラ テ ナ ー ゼ1
で ある こ と は 明白 で あ る ．
風








関節軟骨 ， 骨及 び 靭帯 の 主 要 コ ラ ー ゲ ン で あ る 工 ，
H
，
II 型コ ラ ー ゲ ン は M M P－1 と M M P－2 の 協 同作
用 に よ っ て分 解さ れ る こ とが Ha r ris ら10，に よ っ て提
唱 さ れ て き た ． す な わ ち ， M M P．1 はこれ ら コ ラ ー ゲ
ン をそ の 分 子 の ア ミ ノ基末端よ り3ノ4 の部位 で 特異
的に 切 断 す るの み で
，
その 分解魔 物 の 熱変性 し たゼ
ラ チ ン に 対 して は き わ め て低い 活性 し か 示 さ な い と
報告され て い る 訟l． こ れ に 対 して ， M M P－2 は ゼ ラチ
ン に 対し て 高 い 比 活性 を有 し
，
M M P－1 の コ ラ ー ゲ
ン 分解晴性 は少量 の M M P－2 活性 の 存在で 著 し く 増
強さ れ る こ とが 報告さ れ て い る5I． 本研究に お い て も
M M P．2 の 工型 ゼ ラ チ ン に 対す る 比 活性 は プ ロ テ オ
グリ カ ン や エ ラ ス チ ン に 対す る そ れの 13 00倍と3 20 0
倍を 示 し
，
I 型コ ラ ー ゲ ン や フ ィ プ ロ ネ ク テ ン に 対
して は全 く 活性は認め られ な か っ た ． こ れ ら の デ ー
タ は本酵素の 生体内に お ける 主 た る 役割が ， す で に
Ha rris ら1 0，に よ っ て 提唱され た よ う に ゼ ラ チ ン の 分
B
0 10 ． 1
m l n
Fig －9－ Co n ve rsio n of pr oM M P－2 during inc ubation with
N H2－P h－Hg－Ac at O a nd 25OC． A mixtu re of 1 2Sトpr oM M P－2
く0．4u niり a nd u nlabeled pr oM M P－2く1．7u nitsJw a sin c ubated with
l■OmM N H2－P h－ Hg－Ac atO
O
C くAla nd 25OC くBJfo r lOmin ．24h．
T he r e a ctio n w a s stop ped with 40m M E DT A a nd produ cts
W er e a n alyzed o nS D S－POlya cryla mide gelelectr opho r esi く10％
total a c ryla mideI u nde r the r edu c ed c o nditio n s． The gels
W er edried a nd auto radiogr aphed．
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解 に あ る こ と を 強 く 示 唆 し て い る ． し か し ，
M u rphy ら
5
旭 ウサ ギ骨組織由来 M M P－2 がIY型及 び
V型 コ ラ ー ゲ ン を分解す る こ と を 報告 し て い る ■ ま
た ， ウサ ギ マ ク ロ フ ァ
ー ジ 由来 の 金属依存性蛋白分
解酵素が ゼ ラチ ン と V 型コ ラ ー ゲ ン を分解 す
－
る こ と
も知 られ て い る
23I
． 本研究 に お い て も M M P－2 は こ れ
らのIV型と V型 コ ラ ー ゲ ン の み な ら ず ， ラ ミ ニ ン を
も 分解す る こ と が明 らか と な っ た ． 押 型 コ ラ
ー ゲ ン
や ラ ミ ニ ン は 基底膜 の 主要構成 々 分で あ り
24－
， V 型コ
ラ ー ゲ ン は細胞表面や基底膜 に 近接 し て存在 す る こ
と が知 ら れ て い る 芸I ． 従 っ て ， こ れ ら の こ と か ら
M M P－2 は問質性 コ ラ ー ゲ ン の み な ら ず基底膜 の 分
解 に も 関与 す る可能性があ る と推定 され る ．
M M P－1， 2 ， 3 に 共通 した 重要な特徴 の
一 つ は ，
こ れ らが 滞在型酵素と して分泌 さ れ 細胞外で活性化
を受け る こ と で あ る ． 従 っ て ， 生体 内 で 作用 す る た
め に は そ れ ら の 活性化は不可欠の ス テ ッ プ で あ る ．
潜在型 M M P－1 と潜在型 M M P－3 に 関 して は ， 二 つ
の 方法 に よ っ て活性化 さ れ る と報告 さ れ て い る
卿 ，
ま ず第 一 の 方法は ， トリ プ シ ン や プ ラ ス ミ ン な ど の
作用で これ ら滞在型酵素 が限定分解 をう けて 活性化
され る場合 であ る ． また ， 他 の 方法 は N HrP h． Hg
－
Ac 処理 によ る活性化であ る ． 滞在型 M M P．2 に お い
て は ， 本研 究で示 した如 く ト リ プ シ ン や プ ラ ス ミ ン
で は 全く活性化さ れ な か っ た が ， こ の こ と は滞在型
M M P－1 や M M P．3 の 酒性化機序と著 し く異 な る点
で あ る ．
滞在型 M M P－2 は N 壬irP b 月g－ Ac に よ る短時間処
理 で 容易 に 括性化 さ れ ， 活 性 化 に 伴 い 潜 在型
M M P．2 蛋白は低分子化 し た ． N H2．Ph－ Hg－Ac 自 身
に は酵素活性が な い こ と や 酵素の低分子 化 の速度 が
温度依存性 で あ る こ と ， さ ら に こ の 反応が E D T Aに
ょ っ て完全に 阻害 され る こ と は ， N H2－Ph－ Hg－Ac に
ょ る活性化が M M P－2 自 身に よ る自 己活性化 で あ る
こ と を示 して い る ． しか し ， N HTP h
－ Hg－Ac に よ る
滞在型 M M P．2 の 分子 レ ベ ル で の 活性化機構 に つ い
て は 本研究で は な お 十 分明 ら か で は な い ． 潜 在 型
M MP－3 に 対 して は N H2－P h－Hg－Ac は その 分子 中の
チ オ ー ル 基と 反応す る こ と に よ り 自 己 活性化 を き た
す と考 え られ て い る
2 刀
． しか し ， 滞 在型 M MP－2 は
ヨ ー ドア セ ト ア ミ ドに よ り酵素中 の チ オ ー ル 基 を化
学的に 修飾 した後で も N HTP h－ Hg－Ac に よ っ て 活性
化 され る こ と か ら ， その 活性化 に チ オ
ー ル 基 が 関与
す る 可能性 は少 な い と 推定 さ れ る ． お そ ら く
N HTP h－Hg－Ac は滞在型 M M P－2 分子 と チ オ
ー ル 基
以外 の 何 ら か の 方 法 で 作 用 し ， す で に 潜在 型 の
M M P－1 や M M P－3 で 示 さ れ てい る よ う に ， そ の 酵
素蛋白の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 変 化 を 引 き起 こ し自
己 活性化に 至 る と推測さ れ る ■
N H，．P h．Hg－Ac に よ る 活 性 化 に 伴 い 滞 在型
M M P－2 は低 分子化 す る が ， そ の 活 性 と 分 子 量 の比
較 か ら 活性型 M M P．2 の分 子 量 が 非還元状態で
70，000， 還元状態 で67，000， で あ る こ と は 明ら かで
あ る ． し か し ， 図 6 に み られ る 如く ． M M P－2 は活性
化後き わ め て 不 安定で あ り ， 37
0
Cで 24時間反応する
と その 活性 は完全 に 失活 した ． ま た ， 活 性の 失括は
N HrP h－Hg．Ac の 有無 に か か わ らず生 じた ． これ ら
の デ ー タ は ， MM P－2 が 基質の 少 な い 状 態 で は活性
型酵素と して 存在 しに く い こ と を 示 唆 し て い る ． 潜
在型 M M P－2 は20
0
C， 5週間放置後 も な お 約80％の
活性 を 保持 す る こ と か ら ， 生 体 内 に お い て は
M M P－2 は 滞在型 酵素と し て存在 し ， コ ラ ー ゲ ン分
解 の 進行 と と も に そ の局所 で活性化 を受 け る も のと
考え ら れ る ． 生体 内に お け る滞在型 M M P－2 の 活性
化因子 に つ い て は 現在の と こ ろ 全く 不明 で あ る ． し
か し ， 本研究 に お け る N H2－Ph－ Hg－Ac に よる 清性化
機構 の デ ー タ よ り 了滞在型 M M P－2 は活性酸 素や何
ら か の 物質 の 作用 に よ り 酵素蛋白 の コ ン フ ォ メ ー
シ ョ ン に 変 化を き た し自 己活性化 が生ず る と推定さ
れ る ． 実際 ， 潜在型 M MP－1 を活性化 させ る 蛋白の
存在劫や 好中球 コ ラゲ ナ ー ゼ が 活 性酸素 に よ っ て活
性化 さ れ る 卿 ，こ と が 報告さ れ て い る ■ 今後 ， 生体内
に 存在 す る滞在型 M M P．2 活性化因子 の 検索が きわ
め て 重要と考え ら れ る ．
結 論
R A滑膜細胞培養液よ り潜在型 M M P－2 を単離精
製 して ， 本酵素 の 性質 と活性化機構 に つ い て検討し，
以下 の 結果 を得 た ．
1 ． 滞在型 M M P－2 は 4つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー に よ っ て 精製さ れ ， 還 元 の 有無 に か か わ らず
SDS－P A G E 上分子 量74，000の 単 一 標 品と して泳 動さ
れ た ． 本酵素 の 精製率 は464倍で 回収率は42％であ っ
た ．
2 ． M M P－2 活 性 は 各種 キ レ ー ト 剤や TI M Pに
ょ っ て 阻害さ れ ， 金属依存性蛋白分解酵素 で ある こ
とが 示 され た ．
3 ． 本酵素 は ゼ ラ チ ン に 対 して 著 しい 活性が あり ．
そ の 比 活性 は プ ロ テ オ グ リ カ ン や エ ラ ス チ ン に 対す
る そ れ の13 00倍 と3200倍 に 相当 し た ． ま た ， 王V型と
v 型コ ラ ー ゲ ン 及び ラ ミ ニ ンが 本 酵素 に よ っ て分解
さ れ た ． し か し ， ト型 コ ラ
ー ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ クチ
慢性関節 リ ウ マ チ滑膜細胞由来 ゼ ラナ ナ ー ゼ
ン に対す る 分解活性 は認 めら れ な か っ た ，





5 分間処 動 こよ っ て 最も強 く 活性化 さ れ ， 活
性化後は急 速 に 失活し た ． N H2－Ph，Hg－Ac 処 理 に 伴
い 潜在型 M M P－2 は還 元状態 で 分子 量67
，
000 く非還
元状態で70 ，000う の 活 性型 M M P－2 に 低分子 化 し ，
反応時間と と も に よ り小 さ い フ ラ グ メ ン ト に 分解 さ
れた． 活性化 に 伴 う分 子 量 の 変化 は 温度依存性 で あ
り
，
E D T A存在下 で 阻 害 され た ． こ れ ら の デ ー タ は
NHTP h－Hg－ Ac に よ る潜在型 M M P．2 の 活性化が本
酵素蛋白の コ ン プ オ メ ー シ ョ ン の 変化 に 基 づ く自 己
活性化で あ る こ と を強く 示 唆し て い る ．
5 ． 潜在 型 M MP．2 は トリプ シ ン
，
プラ ス ミ ン
，
ト
ロ ン ビ ン ， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ及 び 好 中球 カ テ プ シ
ン G に よ っ て 全く 活性化さ れ な か っ た ．
以上 の デ ー タ よ り ， 本酵 素は ゼ ラ チ ン 分 解酵素 と
して コ ラ ー ゲ ン の 分解 に 関与す る の み な ら ず ， 基 底
膜の破壊に 何 ら か の 役割 を果 す と 考え ら れ た ． ま た ，
生体内に お い て は潜 在型 M M P－2 蛋 白 の コ ン フ ォ
メ ー シ ョ ン を変化 さ せ る因 子 の 作用 に よ り 括性化さ
れる と推定され た ．
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A bstra ct
In o rde r t o study properties and a ctiv atio n m e chanis ms of the zym ogen of m atrix
m etallopr otein a s e2 rproM M P－2ノ， pr OM M P－2 w a spu rified by fou r chr o m atographic st eps
fro m the c ulture m edium ofrhe u m atoidsynovialcells tre at ed with m acrophage c o nditio ned
m ediu m－ Pu rified proM MP－2 w asho m oge ne o us on s D S－ pOlya cryla mide gelelectr opho res－
is with Mr ニ 74，00 0 u nderreduced or n o n redu ced c o nditio ns． T he e nzymic activity w as
inhibited by E D T A， 1，1 0－ phen a n throline a nd tiss ueinhibitor of m eta1lopro tein ases， but
n ot by inhib itor sfor cystein e， S e rin e， O r aSpa rtic pr otein ase s． T he pr oteinas e degraded
type I gelatin く2 7．6FE gノminJJJ g en zym e pro tein a t3 7Cl and had a limited ability to
digestpr ote oglyc an く20ngノminhLg e n zym epro tein at 37Cl and a m orphous elastin く8ngJ
minlJL g e nzym e protein at3 7Cl． Bo th type N and V c ollage ns w er degraded by
M M P－2 a t3 2C， and la minin w as als o cle aved at37C， but type I c o11agen o rfibIOne C tin
W aS n Ot． T hese re sultssug ges t the possibility that M M P－2 plays impo rta nt roles n ot o nly
in the degradatio n ofinters titial collagens syn ergistic ally with c ollagena se， but als oin the
breakdo w n oE ba s e m e nt m e mbr a n e c o mpo n e nts ． pr oM M P－2 w a s a ctiv ated m a xim ally by
incubation with l．Om M amin ophenylm e rcu ric aceta te くN H2 － P h－ Hg－ A cJ for5 min at3 7C
follo wed by the ass ay again st 1
4
c －gelatin for l． 5h at3 7C． The a ctivity w as u n s table afte r
the a c tiv ation with N Hユ ー Ph－ Hg － Ac and the in st ability w as no tinflu e nced by the pre s enc e
Or abse n c e of N Hl － Ph－ Hg － A c－ Du ring a ctivation with l． Om M N It2－ Ph－ Hg－ A c， prOM M P－2
Wa S CO n Verted to an a c tiv espe cie s of Mr ニ 67，00 0ru nderredu ced c ondition sland then int 。
S m allerfragm e nts that have n oe n zymic a cti vity■ The c o n versio n of the pr oM M P－2
m olec ule to alo w er m olec ular w eight species by the action with N Hl－P h－ Hg － Ac w as
temper atu r e
－ depe nde nt and pr e v e nted in the pre s ence of E D T A． Endopeptidas e sin cluding
trypsin， plas min， thro mbin ， neutr Ophil elastaseand n e utrophil cathepsin G did n ot a ctivate
PrOM M P－2 ． This s ug gests that pr oM M P－ 2 sho uldbe activa ted by fa ct or くsI c apable of
pe rtu rbing the c onEor ma tion of the m olec ule， but no t by limited prote olysis by
endopeptidases．
